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三 七 、 人 参 和 西洋 参 细胞 悬浮 培养 的 比较 研究 
Ake IEA ARO 


(中 国 科学 院 昆 明 植 物 研 究 所 ， 昆 明 ) 


摘要 ”用 薄 层 层 析 对 三 七 、 人 参 和 西洋 参 愈 伤 组 织 进行 的 初步 鉴定 表明 ， 三 种 愈 伤 组 织 都 仿 
有 息 态 和 主要 和 皂 息 成 分 Rb1、Rg1， 三 七 愈 伤 组 织 还 含有 一 种 抗 癌 拒 态 Rhi。 对 愈 伤 组 织 的 
生长， 三 七 低 于 人 参 高 于 西洋 参 ， 对 愈 伤 组 织 中 总 皂 筷 含量， 三 七 均 高 于 人 参 和 西洋 参 。 三 
-种 植物 细胞 其 学 培养 结果 类 似 于 他 们 的 愈 伤 组 织 培养 ， 但 生长 又 进一步 提高 。 三 七 细胞 悬浮 
培养 中 皂 起 产生 的 时 间 进 程 几乎 与 生长 平行 ， 合 适 的 收获 期 为 培养 30 天 。 寡 糖 素 不 仅 增强 三 
七 培养 细胞 的 皂 耻 形成 而 且 促 进 细胞 生长 ， 较 合适 的 浓度 为 1.25 ppm, 通过 以 上 研究 ， 使 
三 七 悬浮 培养 细胞 的 生长 (FERMIER) 为 最 初 培养 您 伤 组 织 的 4 倍 以 上 ， 总 皂 R 
率 高 达 20.6 毫 克 ， 为 最 初 培养 愈 伤 组 织 的 8.5 倍 。 
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三 七 、 人 参 和 西洋 参 同 为 人 参 属 植物 的 名 贵 药 材 ， 栽 培 都 要 好 几 年 才能 入 药 。 它 们 
的 药 用 成 分 之 一 均 为 次 级 代谢 物 皂 我 ， 上 气息 的 主要 成 分 是 Rb M Rg:， 且 至 今 尚 未 人 工 
合成 。 因 此 开展 这 三 种 药 用 植物 细胞 培养 以 实现 其 次 级 代谢 物 工业 生产 的 细胞 工程 学 研 
究 是 有 意义 的 。 

前 文 论 及 我 们 的 植物 培养 细胞 次 级 代谢 的 全 能 性 和 多 条 途径 观点 51、2 3。 能 否 实现 
植物 次 级 代谢 物 细 胞 工程 的 工业 化 生产 ， 取 决 于 植物 培养 细胞 是 否 具有 次 级 代谢 的 全 能 
性 。 本 文 将 为 实现 三 七 次 级 代谢 物 皂 我 的 工业 生产 向 前 迈进 一 步 ， 同 时 也 将 为 上 述 这 种 


全 能 性 观点 提供 一 些 证 据 。 


材料 和 方法 


1. 愈 伤 组 织 中 皂 碟 成 分 的 初步 鉴定 三 种 愈 伤 组 织 中 找 和 戌 成 分 的 初步 鉴定 ， 是 采用 
不 同 推动 溶剂 系统 的 薄 层 层 析 ‘3 3。 溶剂 系统 为 ， 正 丁 醇 :醋酸 乙 醋 :水 =4:1: 5; 
氯仿 : 甲醇 : 水 =65 : 35 : 10。 
2. 愈 伤 组 织 培养 用 于 愈 伤 组 织 培养 的 愈 伤 组 织 是 经 14 一 17 次 继 代 培养 的 无 性 系 。 
继 代 培养 530 一 40 天 转 代 一 次 。 培 养 基 和 培养 方法 同 前 537。 
3, 细 胞 悬浮 培养 选择 较 上 旺盛 生 长 的 愈 伤 组 织 接 种 到 250 毫 升 的 三 角 瓶 中 ， 每 瓶 加 
50 毫 升 培养 液 。 用 接种 铲 轻 压 愈 伤 组 织 块 并 搅拌 即 成 为 较为 分 散 的 细胞 。 放 在 150 转 /分 
的 旋转 式 揪 床上， 于 26+ 1°C 振 温 培养 。 培 养 液 为 每 升 加 入 2,4-D0.25 毫克 和 KT 
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0.08 毫 克 的 M5 培 养 基 "47。 通 常 培养 30 天 左右 收获 并 测定 生长 和 皂 武 含量 、 
4. 生 长 和 皂 臣 含量 测定 愈 伤 组 织 生长 速率 的 测定 方法 同 前 543。 将 结束 试验 的 县 
肖 凋 养 物 进行 过 滤 或 离心 ， 把 波 过 或 沉淀 的 细胞 在 60*C 以 下 烤 至 恒 重 或 冰冻 干 弗 ， 以 二 
重 增加 表示 细胞 生长 情况 。 
皂 息 含 量 测定 用 薄 层 比 色 法 557。 
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结果 与 讨论 


1. 愈 伤 组 织 培养 及 皂 武 的 初步 鉴定 

为 了 进行 细胞 悬浮 培养 ， 从 三 七 、 人 参 和 西洋 参 的 根 诱导 和 培养 了 愈 伤 组 织 ， 当 这 
些 愈 伤 组 织 继 代 培养 到 第 五 代 以 后 图 1 ) ， 用 两 种 溶剂 系统 的 注 层 层 析 对 其 并 生成 分 
进行 了 初步 鉴定 。 其 中 一 种 溶剂 系统 的 薄 层 层 析 结果 如 图 2 所 示 。 图 2 表明 这 三 种 培养 





Al =+4, 人 参 和 西洋 参 愈 伤 组 织 培养 的 比较 
1 三 七 2. 人参; 3. 西 洋 参 
Fig. 1 The comparison of culture calluses between P. notoginseng, P. ginseng and P. quinque folium 
1. notoginseng, 2. ginseng, 3. quinquefolium | 


图 2 三 七 、 西洋 参 和 人 参 愈 伤 组 织 的 薄 层 层 析 比 较 
3 “、 气 起 Rbl 、Rgl 和 Rhl (AHEAD 标准 样品 ; 
1, 2, 4 :分 别 为 三 七 、 西洋 参 和 人 参 愈 伤 组 织 ; 
薄野 层 析 用 硅胶 G 植 板 ， 溶剂 系统 为 正 丁 醇 : MEZ 
酮 :水 =4:1:5 

Fig. 2 The comparison of TLC between calluses 
from P. notoginseng, P., quinque folium and 

P. ginseng 








3 : The standard samples of Rb,, Rg; and Rh, 
(their Rf values from small to big ) of saponins 

respectively. 

1,2,4 : Calluses from P. notoginseng, P. 

quinguefolium and P. ginseng. 

The coated TLC plate was silica G. The eluent 

system was n-BuOH-AcOH-H20 (4:13: 5). 
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SAHMARAT ARERR SMH Rh.. Re, MEH, = tk MRT a 
一 种 抗 痛 的 皂 臣 成 分 Rhic63， 西 洋 参 愈 伤 组 织 中 亦 含 有 Rh:， 但 较 少 。 图 2 ERR, € 
我 成 分 的 多 少 〈 辛 点 多 少 ) 以 三 七 愈 伤 组 织 最 多 ， 西 洋 参 愈 伤 组 织 次 之 ， 人 参半 伤 组 织 
最 少 。 

在 愈 伤 组 织 培养 中 ， 虽 然 三 七 愈 伤 组 织 的 生长 低 于 人 参 愈 伤 组 织 高 于 西洋 参 愈 伤 组 
织 (图 1) ， 但 总 皂 生 含量 则 以 三 七 愈 伤 组织 为 最 高 ， 比 人 参 愈 伤 组 织 中 的 皂 算 含量 高 
了 近 一 倍 ， 比 西洋 参 愈 伤 组 织 中 的 皂 息 含量 也 高 30% 〈 表 1) 。 








表 1 三 七 、 人 参 和 西洋 参 念 伤 组 织 培养 的 比较 
Table 1 The comparison of calluses culture between P. notoginseng, 
P. ginseng and P. quinquefolium 





愈 伤 组 织 培养 干 重 增 加 ， 生 长 速率 Shak 
Calluses culture Increased dry weight Growth rates (mg D. Saponiii contents 
(mg) VW./l/day) (%) 
= +4 P. notoginseng 84.6 105.7 8.0 
人 &® P. ginseng 311.6 398.5 4.4 
商 洋 参 P. quinquefolium 41.0 51.3 6.0 
0 
2. 细 胞 悬浮 培养 


对 三 七 、 人 参 、 西 洋 参 进 行 了 细胞 悬浮 培养 的 比较 研究 。 结 果 如 表 2 所 示 ， 与 这 三 
种 药 用 植物 的 愈 伤 组 织 培养 相似 。 从 生长 厦 ， 三 七 悬浮 培养 细胞 低 于 人 参 悬 浮 培养 细胞 
高 于 西洋 参 悬 浮 培 养 细胞 。 但 从 总 皂 态 含量 看 ， 仍 以 三 七 悬浮 培养 细胞 的 最 高 ， 人 参 野 
浮 培养 细胞 中 的 最 低 。 与 愈 伤 组 织 相 比 ， 细 胞 悬浮 培养 细胞 中 皂 耻 含 量 没有 增加 ， 但 生 
长 又 进一步 提高 。 表 2 还 表明 ， 细 胞 悬浮 培养 的 培养 液 中 还 有 少量 皂 武 合 量 。 


R2 三 七 、 人 参 和 西洋 参 细胞 悬浮 培养 的 比较 
Table 2 The comparison of cell suspension culture between P. notoginseng, 


P. ginseng and P. quinquefolium 




















生 长 Stak 
He MS 3% 3 干 E 干 重 增加 细胞 中 培养 基 中 合计 
Cell Growth (mg) Saponin content (%) 
culture D. W. increased D. W. in cell in med. total 
= + P. notoginseng 163.1 94.6 5.4 2.3 7.7 
人 B P. ginseng 609.9 441.4 3.4 0.5 3.9 


BRS P. quinqguefolium 142.3 73.8 3.8 0.8 4.6 


| : 


100 云南 植物 研究 11% 


EERE, TOR OTHE IRIEL MEHR, Bok ROR 七 比 人 参 和 西洋 
参 都 好 些 。 因 此 进一步 进行 了 三 七 细胞 悬浮 培养 的 实验 。 在 三 七 细胞 悬浮 培养 中 的 提防 
产量 - 生长 时 间 进 程 表明 ， 在 接种 后 的 第 十 二 天 内 干 重 不 仅 没 有 增加 反而 减少 而 呈 负 
值 。 这 可 能 是 由 于 三 七 细胞 的 增长 小 于 细胞 的 死亡 所 造成 。 因为 我 们 取 悬 浮 培 养 细胞 经 
荧光 素 染色 后 镜 检 ， 确 实 有 许多 细胞 是 
死 的 。 到 培养 的 第 十 五 天 ， 细 胞 生长 与 > 
死亡 基本 平衡 。 到 培养 的 第 十 八 天 以 后 Se 二 
细胞 迅速 生长 。 培 养 的 第 三 十 天 细胞 生 
长 达 最 高 值 。 再 延长 培养 时 间 ， 细 胞 生 | j a 
长 又 明显 下 降 (图 3 ) 。 对 悬浮 培养 细 oh aie “a 
胞 中 的 总 皂 息 含量 ， 与 细胞 生长 的 时 间 
进程 基本 一 致 ， 但 含量 增加 不 EF, ie S 
从 总 皂 武 产 率 来 看 ， 三 七 悬浮 培养 细胞 ae a 
TORPA, RIGS RB 图 3 nr GT Samet ae 
养 时 间 的 增加 而 显著 增加 ， 在 培养 的 三 | si Davai 
十 天 以 后 则 明显 下 降 。 在 三 七 细胞 悬浮 pu 
培养 中 ， 综合 考虑 细胞 生长 Al E RG Fig. 3 The time course of production-growth 
成 ， 以 培养 三 十 天 为 适宜 的 收获 期 。 in the cell suspension culture of 

Tabata EWT Ith, 把 产物 形成 P. notoginseng 
的 时 间 进 程 ， 产 量 -生长 模型 分 为 三 种 
主要 类 型 (1) 产物 形成 的 进程 几乎 与 细胞 生长 平行 ，〈2 ) 产物 形成 一 直 延 迟到 细 
胞 生长 衰落 或 停止 ，〈 3 ) 产量 曲线 是 双 相 的 〈 diphasic ) 并 落后 于 生长 曲线 。 上 述 三 
七 细胞 悬浮 培养 的 产量 -生长 时 间 进 程 是 属于 第 一 种 模型 。 

3. 赛 糖 素 对 三 七 细胞 悬浮 培养 的 影响 

Funk 等 人 曾 报道 cs8? 从 酵母 分 离 到 的 碳水 化 合 物 可 做 为 一 种 诱导 剂 ， 能 增加 植物 
悬浮 塔 养 细胞 中 的 次 级 代谢 物 的 形成 。 但 从 高 等 植物 分 离 到 的 寡 糖 做 为 诱导 剂 ， 能 促进 
植物 巧 浮 培养 细胞 中 次 级 代谢 形成 和 生长 尚未 见报 道 过 。 考 虑 到 人 参 悬 浮 培 养 细胞 生长 
TR CHEZ) ， 从 人 参 新 生 的 细胞 壁 经 水 解 后 分 离 到 寡 糖 ， 把 这 种 寡 糖 素 加 到 培养 液 中 培 
养 三 七 细胞 。 结 果 如 表 3 所 示 ， 窒 糖 不 仅 增加 了 三 七 细胞 合成 皂 戌 的 能 力 而 且 促 进 了 三 
七 细胞 的 生长 。 特 别 是 1.25 ppm 的 守 糖 素 对 增强 皂 息 合 成 和 促进 细胞 生长 的 效果 更 为 明 
显 ， 使 三 七 最 浮 培 养 细胞 的 虑 我 产 率 增加 了 近 30%， 使 三 七 晤 浮 培养 细胞 的 生长 干 重 
SHIM) 也 提高 了 16% 左 右 。 

寡 糖 素 对 植物 细胞 悬浮 培养 的 效应 ， 我 们 的 这 一 报道 是 很 初步 的 。 虽 然 我 们 制备 的 
寡 糖 素 不 像 Funk 等 的 碳水 化 合 物 583 那 样 杂 ， 但 仍 是 数 种 寡 糖 的 混合 物 ， 其 中 有 的 赛 糖 
有 促进 作用 ， 而 有 的 寒 糖 则 没有 促进 作用 其 至 有 的 蹇 糖 还 可 能 有 抑制 作用 。 赛 糖 的 最 适 
浓度 、 合 适 的 使 用 时 期 和 使 用 方法 等 等 还 有 待 于 今后 进一步 研究 。 

` 通过 以 上 对 三 七 细胞 悬浮 培养 的 研究 ， 使 总 皂 起 产 率 达 20.6 毫 克 ， 为 原初 培养 您 伤 
组 织 的 8,5 倍 以 上 ， 使 细胞 的 生长 〈 于 重 增加 ) 达 178.0 毫 克 ， 是 原初 培养 愈 伤 组 织 的 4 
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们 以 上 。 这 就 使 三 七 次 级 代谢 物 细胞 工程 学 的 研究 在 工业 化 生产 的 应 用 上 迈进 了 一 步 。 








RI 寡 糖 索 对 三 七 细胞 悬浮 培养 的 影响 


Table 3 The influence of oligosaccharins on cell suspension culture of P. notoginseng _ 











生 长 BREE 
oe — o me ee ASAS E ee 
FEE 于 重 干 重 增加 细胞 中 培养 基 中 合计 BAYR 
Oligo. Growth (mg) s ` Saponin content (%) Saponin 
(ppm) D. W. increased D. W. in cell in medium total yield (mg) 
2.5 235.4 168.4 6.4 0.8 7.3 17.2 
1.25 244.8 177.9 -` 7.5 0.9 °° 8.4 20.6 
0.0 220.4 153.6 6.2 0.8 7.0 15.4 





以 上 研究 不 仅 进一步 证 明 植 物 培养 细胞 确 具 合成 次 级 代谢 物 的 全 能 性 ， 而 且 进 一 步 
表明 由 于 植物 培养 细胞 具有 次 级 代谢 的 多 条 途径 从 而 具有 可 调 性 ， 次 级 代谢 物 的 含量 是 
可 以 提高 的 ， 成 分 也 是 可 以 改变 的 。 是 


致谢“ 人参 愈 伤 组 织 无 性 系 由 南京 中 药学 院 丁 家 宜 先 生 赠 给 ， 气 陂 标准 样品 是 我 所 杨 尝 仁 先 生 
赠 给 。 ` 4 
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STUDIES ON THE COMPARISON OF CELL SUSPENSION CULTURE 
BETWEEN PANAX NOTOGINSENG, PANAX GINSENG 
AND PANAX QUINQUEFOLIUM 


Zheng Guangzhi, Wang Shilin, He Jingbo 


(Kunming Institute of Botany, Academia Sinica, Kunming) 


Aastract Preliminary identification of medicinal compounds in the calluses from 
P. notoginseng, P. ginseng and P. quinquefolium was carried out by TLC. 
The results demonstrated that the calluses had the potency to synthesize saponin, 
they also contained the main saponins Rb, and Rg,. The content of total saponin 
in the notogin-eng-callus was higher than those in calluses although the growth of 
notoginseng-callus was lower than ginseng-callus but higher than quinquefolium- 
callus. Spccifically, the notoginseng-callus contained saponin Rh, which is an 
anticancer, The results of cell suspension culture of above three plants was similar 
to those of callus cultures but the growth confirmed increase, In the cell suspension 
culture of nologinseng, production of saponin proceeded almost in parallel with the 
cell growth, The optimum time of harvest was culture 30 days. Oligosaccharins as 
an elicitor not only induced saponin formation but also promoted cell growth, 
optimum oligosaccharins concentration was about 1.25 ppm. From above studies, 
the increased dry weight of suspension cell of notoginseng was 178.0 mg and this 
was up to four times as many as that in original culture callus. The saponin yield 
in suspension cell reached as high as 20.6 mg which was up to 8.5 times as that 
of original culture callus. 

Key words Panax notoginsengs; Panax ginseng; Panax quinque foliums 


Saponin; Cell suspension culture; Oligosaccharins 


